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EINLEITUNG
Inoue and Sato (2) haben fur die Anordnung der
DNS im Spermium von Ceutophilus nigricans
Scudder aufgrund von Messungen der Doppel-
brechung and deren Veranderung nach Bestrah-
lung mit polarisiertem UV-Licht ein Modell
entwickelt. Sie leiten aus ihren Untersuchungen
ab, dat die DNS in Form eines supercoils der
Ordnung n = 2 vorliegt . In dieser Terminologie
stellt das gradlinige DNS-Molektil ein supercoil
der Ordnung n = 0 dar.
Maclnnes and Uretz (4) haben die DNS-
Organisation in reifen Spermien von verschiede-
nen Orthopteren mit der Methode der polari-
sierten Fluoreszenzmikroskopie untersucht and die
Ergebnisse in dieser Zeitschrift veroffentlicht.
Ihre Ergebnisse deuten darauf hin, daft die An-
nahme von Inoue and Sato (supercoil n = 2)
nicht zutreffend ist. Maclnnes and Uretz farbten
bei ihren Versuchen die Spermien mit Akridin-
orange an. Das Akridinorange wurde zur
Fluoreszenz angeregt and die Intensitat der
Fluoreszenzstrahlung in Abhangigkeit vom Winkel
zwischen Spermienlangsachse and der Polarisa-
tionsebene eines analysierenden Polarisators ge-
messen. Sie definieren den Polarisationsgrad
R _ Imax - Imin
Imax
mit der Ubereinkunft, dafl R positiv gewertet
wird, wenn die maximale Intensitat mit der
Polarisationsebene des analysierenden Polarisators
senkrecht zur Spermienlangsachse auftritt .
Es werden fur die supercoils der Ordnungen 0
bis 2 fur R theoretische Hochstwerte abgeleitet
s
(n= (~'=~R=+l ;n=1=R=-0,5;
n = 2 = R = + 0,33). Diese Werte fur R
ind gultig, wenn alle Steigunswinkel i' i gleich
Null sind.l In der Praxis werden these Hochst-
werte jedoch wegen verschiedener EinflUsse
(z.B. numerische Apertur des Objektivs and des
Kondensors) nicht erreicht. Diese Einflusse
fUhren dazu, daB die Werte fur R verkleinert
werden. Aufgrund der Groge der von ihnen
gemessenen R-Werte and des positiven Vor-
zeichens von R kommen Maclnnes and Uretz zu
dem Ergebnis, daB in den von ihnen untersuchten
Spermien, einschliellich Ceutophilus nigricans
Scudder, die DNS-MolekUle gradlinig (supercoil
n = 0), vorherrschend parallel zur Spermien-
langsachse, vorliegen. Eine zick-zack-formige
Faltung der DNS-Molekiile wird fur wahr-
scheinlich gehalten.
Die Ergebnisse von Maclnnes and Uretz
sind an die Erfullung bestimmter Vorausset-
zungen geknfipft, die durch ihre Versuchs-
methodik bedingt sind. So mug unter anderem
gewahrleistet sein, dag die Akridinorange-Mole-
kiile zu allen moglichen Anlagerungsstellen im
gesamten DNS-Material Zugang haben. Auger-
dem mug vorausgesetzt werden, dag die An-
lagerung nach dem Interkalations-Modell vor
sich geht.
Ahnlich wie durch Messungen der polarisierten
Fluoreszenz kann man auch durch Messungen des
linearen Dichroismus zu Aussagen fiber die DNS-
Organisation in den Spermien gelangen, worauf
' Beziiglich der Terminologie and der Berechnungen
von R sei auf die Arbeit von Maclnnes and Uretz
(4) verwiesen.
431auch MacInnes and Uretz (4) hingewiesen haben .
Da der lineare Dichroismus des DNS-Molekiils
bei A = 260 nm direkt durch die in den Ebenen
der heterozyklischen Basen polarisierten optischen
Ubergange (ir - 7r*) hervorgerufen wird, ent-
fallt bei Dichroismusmessungen der Umweg fiber
die Anfarbung mit Akridinorange .
Wir haben daher Messungen des linearen
Dichroismus an Spermienbundeln von Locus-
ta migratoria L. mit einem UV-Mikrospektral-
photometer durchgefuhrt, um weitere Aussagen
fiber die DNS-Organisation in Spermienkopfen
an einem in dieser Hinsicht bisher noch nicht
untersuchten Objekt zu erhalten.
MATERIAL UND METHODE
Als Untersuchungsobjekte dienten uns nicht fixierte
Spermienbundel von Locusta migratoria L. Die Tiere
wurden mit Essigsaure-athylester-Dampfen anaes-
thesiert. Nach der Entnahme der Hoden haben wir
die Spermienbundel aus den Hodenfollikeln prapa-
riert.
Die gesamte Preparation erfolgte in 0, 125 M
NaCl-Losung. Die Untersuchungen wurden an
Praparaten in dieser Losung and an lufttrockenen
Praparaten durchgefuhrt, die in einer Durchstro-
mungskammer, gebildet durch Objekttrager and
Deckglas mit einer Distanz von 0, 2 mm, 94% re-
lativer Feuchte ausgesetzt waren . Zur Herstellung
der Praparate fur die Durchstromungskammer wur-
den die Hodenfollikel vor der Preparation in aqua
bidest. abgespiilt. Die Luft mit der relativen Feuchte
von 940 / 0 (22°C) stromte wahrend der Messungen
durch die Kammer. Die Feuchtigkeitseinstellung
wurde dadurch erreicht, daf3 die Luft in einem ge-
schlossenen Kreislauf vor Eintritt in die Durchstro-
mungskammer fiber eine gesattigte Losung von
Na2SO4 gepumpt wurde (7) .
Die Spermienbundel stellen ein relativ grof3fla-
chiges Untersuchungsobjekt dar, wobei die Spermien
in den Biindeln nahezu parallel zueinander liegen.
Die Spermienbundel zeigen einen starken UV-
Dichroismus, worauf schon Caspersson (1) hinge-
wiesen hat. Abbildung 1 stellt ein solches Spermien-
bundel dar, aufgenommen mit linear polarisiertem
Licht der Wellenlange 260 nm, das einmal senkrecht
and einmal parallel zur Vorzugsrichtung der
Spermienlangsachsen polarisiert war . Die Polari-
sationsrichtungen der Strahlung bei den photographi-
schen Aufnahmen sind durch Pfeile entsprechend den
Richtungen des Vektors der elektrischen Feldstarke
in den Teilabbildungen eingezeichnet.
Eine ausfiihrliche Beschreibung des UV-Mikro-
spektralphotometer wurde von Wetzel et al. gegeben
(6) .
Das Gerat ist speziell fur Dichroismusmessungen
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Ass. 1 UV-Photographien eines Spermienbtindels mit
polarisierter Strahlung (X = 260 nm ; Vergr. X 400) .
Die Doppelpfeile reprasentieren die Schwingungsrich-
tung des Vektors der elektrischen Feldstarke bei den
unterschiedlichen Polarisationsrichtungen . Der Mall-
stab entspricht der Mellfeldgrolle .
konstruiert worden. Die Messungen wurden im
Maximum der ersten DNS-UV-Absorptionsbande
bei 260 nm durchgefuhrt. Als Kondensoren and
Objektive verwendeten wir die fur die Wellenlange
253,7 nm korrigierten UV-Monochromate (VEB
Carl Zeiss Jena) mit einer numerischen Apertur von
0,35.
Der Durchmesser des im Objekt ausgeblendeten
Mefifeldes unser Zweistrahlgerat arbeitet nach dem
Prinzip von Naora (5)-betragt 15 µm. Dieser Durch-
messer kann angewendet werden, da die Spermien-
bundel ein relativ groflflachiges, homogenes Objekt
darstellen (siehe Abbildung 1) .




E,, = maximaler Extinktionswert ; Etin = mini-
maler Extinktionswert ; R wird positiv gewertet, wenn
bei senkrecht zur Spermienlangsachse polarisierter
Mef3strahlung maximale Extinktion (E,,,,) auftritt.
Tritt maximale Extinktion bei parallel zur Spermien-
langsachse polarisierter Mef3strahlung auf, wird R
negativ gewertet.
Aufgrund dieser Definition sind fur R dieselben
Hochstwerte and Vorzeichen wie bei MacInnes and
Uretz (4) zu erwarten. Maclnnes and Uretz (4)
setzen voraus, daf3 die Fluoreszenzstrahlung der
Akridinorangemolekule parallel zu den Molekiil-
ebenen polarisiert ist. Weiterhin wird von MacInnes
and Uretz vorausgesetzt, daf3 im DNS-Farbstoff-
komplex die Farbstoffmolekule mit ihren Ebenen
parallel zu den DNS-Basenebenen angeordnet sind .




























die Absorption bei 260 nm maf3gebend sind, eben-
falls in den Basenebenen polarisiert sind (3), gilt die
mathematische Ableitung der R-Werte von Mac-
Innes and Uretz auch fiir unsere Messungen .
ERGEBNISSE UND DISKUSSION
Wir fUhrten die Messungen an 24 Spermienbiin-
deln verschiedener Tiere aus. In den Ergebnissen
zeigt sich kein Unterschied zwischen den Prapa-
raten in 0,125 M NaCl-Losung and denen in der
Feuchtigkeitskammer (siehe Material and Me-
thode). In der Abbildung 2 sind die Werte fur R
in Abhangigkeit von der minimalen Extinktion
(Emu„) dargestellt. Das Vorzeichen aller R-Werte
ist positiv, das heiBt wir erhielten maximale
Extinktion mit senkrecht zur Spermienachse
polarisierter McBstrahlung . Daher kann mit
Sicherheit ausgeschlossen werden, daB die DNS
in den Spermienkopfen von Locusta migratoria L.
in Form eines supercoil der Ordnung n = I oder
aller hoheren ungradzahligen Ordnungen vor-
liegt. Aber auch DNS in Form von supercoils mit
gradzahligem n, insbesondere der Ordnungn = 2,
sind ausgeschlossen, da von den 24 R-Werten 18
groBer sind als 0,33, dem theoretisch groBt-
moglichen Wert fur n = 2, ik, = IP2 = 0.
Fur den realen Fall der von Inoue and Sato fur
ihr Modell angegebenen Steigungswinkel ik, =
15° and Y'2 = 10° haben wir einen theoretischen
Hochstwert fur R von 0,275 berechnet.
Bei diesen Betrachtungen wurde bisher voll-
kommen auger Acht gelassen, daB durch appara-
Emin
ABB. 2 R-Werte in Abhangigkeit von der Schichtdicke der Spermienbiindel . Schichtdicke '- E„„,.
tive Einfliisse, z.B. numerische Apertur des
Objektivs and des Kondensor des Mikrospek-
trometers, die erreichbaren Werte fur R gegenUber
den theoretischen Hochstwerten verkleinert
werden, wie von Maclnnes and Uretz (4) gezeigt
wurde.
In unserem speziellen Falle ist auierdem zu
bedenken, daB die Spermien in den Biindeln
nicht genau parallel angeordnet sind (siehe
Abbildung 1). Sie schlieien miteinander kleine
Winkel ein. Dies fUhrt zu einer weiteren Ver-
kleinerung der R-Werte .Ein weiteres Absinken der
meBbaren R-Werte gegenuber den theoretischen
Hochstwerten kann durch unspezifische Extink-
tionen, die nicht von der DNS der Zellen her-
rflhren, hervorgerufen werden . Weitere zusatzliche
geratebedingte Faktoren wie Falschlichtanteil
der McBstrahlung, Streuung and Depolarisation
an optischen Flachen zwischen Polarisator and
Objekt fiihren gleichfalls zur Verminderung der
R-Werte. Dies muite sich besonders bei hohen
Extinktionen, das heilt bei grolen Schichtdicken
der Spermienbiindel auswirken . Aus Abbildung 2
ist zu ersehen, dal die R-Werte in Abhangigkeit
von der Schichtdicke der Spermienbiindel tat-
sachlich systematisch absinken. Es ist sehr
schwierig, alle these Faktoren quantitativ zu
erfassen, aber es ist anzunehmen, dal sie den
Hochstwert fur R bei n = 2 and >GI = V12 = 0
soweit senken, dal alle unsere R-Werte fiber dieser
Grenze lagen.
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433Wir folgern daher aus unseren Messungen, da l3
die DNS im Spermienkopf von Locusta migratoria
L. nicht als supercoil vorliegen kann, sondern im
wesentlichen gradlinig (n = 0) angeordnet ist .
Andererseits Bind aber die von uns ermittelten
R-Werte klein genug, daf3 die DNS-MolekUle im
Spermium Abweichungen von der Parallelitat zur
Langsachse des Spermienkopfes aufweisen konnen .
Wir kommen also mittels der direkten Methode
der Dichroismusmessung fur das Objekt Locusta
migratoria L. zu denselben Schluflfolgerungen wie
Maclnnes and Uretz (4) bei ihren Fluoreszent-
untersuchungen. Wir erweitern damit die
Kenntnis ilber die DNS-Organisation in Sper-
mienkopfen fur eine andere Orthopteren-Art .
ZUSAMMENFASSUNG
Die DNS-Organisation in Spermienkopfen von
Locusta migratoria L. wurde mittels der Messung des
linearen Dichroismus bei X = 260 nm untersucht .
Die Messungen erfolgten an nicht fixierten
Spermienbtindeln mit einem UV-Mikrospektral-
photometer. Die Ergebnisse deuten darauf hin,
daB die DNS in den Spermienkopfen vorzugsweise
geradlinig and parallel zur Spermienlangsachse
vorliegen mull. Geringe Abweichungen von der
Parallelitat, zum Beispiel Faltungen der DNS-
Molekule, bleiben dabei aber noch moglich .
SUMMARY
The Organisation of DNA in sperm heads of
Locusta migratoria L. was examined by measuring
the linear dichroism at X = 260 nm . Measure-
ments were made with a UV-microspectropho-
tometer on nonfixed sperm bundles . The results
indicate that the DNA in the sperm heads must
lie preferably straight and parallel to the logitudi-
nal axis of the sperms . However, small deviations
from the parallelism, for example, folding of the
DNA-molecules, remain possible in this case .
Wir danken Herrn Dr. U. Vietinghoff, Universitat
Rostock, Herrn Dr . Mel3ner, Universitat Greifswald,
and Herrn Dr. P. Haskell, Anti-Locust Research
Center, London, herzlich fur die Uberlassung von
Tieren von Locusta migratoria L.
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